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摘要 : 用 PC R 方 法
,
人工合成传染性非典型肺炎病毒 (S A R S- C















包含体形 式的重组蛋 白经纯化后纯 度可
































并造 成 了 重 大 的 经 济 损 失〔
‘一 5口
.
世 界 卫 生 组 织
(W H O )S A R S 全球科研协作组 2 0 0 3 年 3 月成功地
从 S A R S 患 者 中分 离 到 了 一 种 新 型 冠 状 病 毒
(S A R S
一






学者发现在 50 例 S A R S 病人中有 45 例有 S A R S-
C o V 感染 的证据
,
而对 照的 40 例其 他呼 吸系统疾
病患者和 2 0 个献血员中无一有 S A R S
一
C o V 感染
,
从而强有力的证实了 S A R S
一
CO V 是本次 SA R S 暴
发的病原体 [8J
.
S A R S
一
C o V 的基 因组为约 30 kb 的





但具有相似的基 因组结构特征 和病毒形 态
.













由于 S A R S
一
C o V 细胞培养的成功
,
目
















本研究利用 PC R 方法
,
人工合成
了 S A R S
一






备 S A R S
一
C o V 抗原奠定了基础
.
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PC R 产物克 隆 T 载体 p MD 18 购 自宝生物公
司
,














q D N A 聚合酶购 自宝生
物公 司
,







根据 加拿 大 克 隆 出的 S A R S
一
C o V 基 因序 列
(G e n B a n k 登 录 号 A Y 2 7 4 1 1 9
.
3






3 8 8 )
,
设计并合成 2 1 条 PC R 引物 (表 1 ) (引物合成
由上海博亚公司完成 )
.
5 ’端引物 SN F I 和 3
’
端引物











) 基因组位置 (n t)
28 1 2 0 一 2 8 1 9 9
S N F Z 28 2 4 0 一 28 3 1 9
S N F 3 2 8 3 6 0 一 28 4 3 9
S N F 4 2 8 4 8 0 一 2 8 5 5 9
S N F S 2 8 6 0 0 一 2 8 6 7 9
S N F 6 2 8 7 2 0 一 2 8 7 9 9
S N F 7 28 8 4 0 一 2 8 9 1 9
S N F S 2 8 9 6 0 一 2 9 0 3 9
S N F g 2 9 0 8 0 一 2 9 1 5 9
SN F 1 0 2 9 2 0 0 一 2 9 2 7 9
S N R I 2 82 5 9一 2 8 1 8 0
S N R Z 2 83 7 9 一 2 83 0 0
S N R 3 2 8 4 9 9一 28 4 2 0
S N R 4 2 8 6 1 9 一 2 8 5 4 0
S N R S 2 8 7 3 9一 2 86 6 0
SN R 6 2 885 9 一 28 7 8 0
SN R 7 2 89 7 9一 2 89 0 0
SN R S 2 9 0 9 9一 2 9 0 2 0
S N R g
CA T A T G T C T G A T A A T G G A C CC C A A T CA A A CCA A CG T A G T G CCCCC C G CA T
T A CA T T T G G T G G A CCC A CA G A T T CA A C T G A CA A
CG CC G A CCCCA A G G T T T ACCCA A T A A T A C T G C G T CT T G G T T CA C A G C T C
T C AC T CA G CA T G G CA A G G A G G A A C T T A G A T T
CC A G A T G A CCA A A T T G G C T A C T A CC G A A G A G C T A CCC G A CG A G T T C G T G G
T G G T G A C G G C A A A A T G A A A G A G C T CA G C CC
T CAC T T CC C T A CG G C G C T A A CA A A G A A G G C A T CG T A T G G G T T G CA A C T G A G
G G A G CC T T G A A T A CA C C C AA A G A C CA CA T
CA A C T T CCT C A A G G A A CA A CA T T G CCA A A A G G CT T C T A C G C A G A G G G A A G C
A G A G G C G G C A G T C A A G C C T C T T C T C G C T C
G G CA G C A G T A G G G G A A A T T C T CCT G C T C G A A T G G C T A G C G G A G G T G G T G A A
A C T G CC C T C G C G C T A T T G C T G C T A G A C A G
CA A C A A C A A G G C C A A A C T G T C A C T A A G A A A T C T G C T G C T G A G G C A T C T A A A
A A G CC T C G C C A A A A A C G T A C T G C C A C A A A
G A A C A A A C C C A A G G A A A T T T C G G G G A CCA A G A CC T A A T CA G A C A A G G A A C
T G A T T A C A A A C A T T G G C C G CA A A T T G CA C A
A T T G G C A T G G A A G T CA C A CC T T CG G G A A C A T G G C T G A C T T A T C A T G G A G CC
A T T A A A T T G G A T G A C A A A G A T C CA C A A T T
T A C A A A A C A T T CC C A CC A A C A G A G CC T A A A A A G G A C A A A A A G A A A A A G A C
T G A T G A A G CT C A G CC T T T G C C G C A G A G A C A
G G T A A A C C T T G G G G T C G G CG CT G T T T T G G C C T T G CCC C A T T G C G T CCT CC A T
T C T G G T T A T T G T C A G T T G A A T C T G T G G G
T A G CCA A T T T G G T C A T C T G G A C C A C T A T T G G T G T T G A T T G G A A CG CCC T G G
CC T C G A G G G AA T C T A A G T T C CT C CT T G C C
T T A G C G C C G T A G G G A A G T G A A G C T T C T G G G C C A G T T CC T A G G T A A T A G A A G
T A CC A T C T G G G G CT G A G C T CT T T C A T T T T
G T T G T T CC T T G A G G A A G T T G T A G C A C G G T G G CA G C A T T G T T A T T A G G A T T G
CG G G T G C CA A T G T G G T C T T T G G G T G T A T T
G A A T T T CC C CT A C T G C T G CC A G G A G T T G A A T T T C T T G A A T T A CCG CG A CT A
C G T G A T G A G G A G C G A G A A G A G G CT T G A C T
A CA G T T T G G CCT T G T T G T T G T T G G C C T T T A C CA G A A A C T T T G C T C T CA A G C
T G G T T C A A T C T G T C T A G CA G C A A T A G C G C
A A A T T T CCT T G G G T T T G T T C T G G A CCA C G T C T CCCA A A T G C T T G A G T G AC G
T T G T A C T G T T T T G T G G C A G T A C G T T T T T G
G G T G T G A CT T CCA T GC CAA T G CG T G AC A T T CCA A A G A A T G CA G A G G C AC T T
G G A G CA A A T T G T G C A A T T T G C G G C CA A T G
G A T G A CA A A G A T CCA CA A T T CA A A G A CA A C G T CA T A C T G C T G A ACA A G CA
CA T T G A C G CA T A CA AA A CA T T CCCA CC A A C
T G T C T G G A G A A A T C A T CCA T G T CAG CC G CA G G A A G A A G A G T CA CA G T G G G
C T G C T T CT T T T G T C T C T G CG G CA A A G G C T G
G AA T T CT T A T G CC T G AG T T G A A T C AG CA G A A G C T CCA CT CA T G G A A T T T T
G A A G T T G T CT G G A G AA A T CA T CCA T
2 9 2 1 9一 2 9 14 0
SN R 1 0 2 9 33 9一 2 9 2 6 0
SN R ll 2 9 38 8一 2 9 3 20
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图 1 PC R 合成基因示 意图
Fig
.




Ee o R 1 N d e l
S N F I / S N R I 产物 和 S N F Z / S N R Z 产 物为模 板
,
用
引物 SN F I 与 S N R Z 扩增 5 个循环
,
类似地逐 步扩
增 S N F 3 一 S N R 4 片段
、
S N F S ~ S N R 6⋯⋯ S N Fg ~
S N R 10 片 段
,
再 逐 步 扩增 S N F I ~ S N R 4 片 段
、
S N F S ~ S N R S 片 段
、
SN Fg ~ S N R ll 片段
,
以 及
S N F I一S N R S 片段 ;最后一轮扩增 以 S N F I~ S N R S
产物和 S N Fg 一 S N R n 产物 为模 板
,
引物 为 S N F I
和 S N R ll
,
反应体 积 10 0 卜L
,
2 5 个循 环后加人 l
u
普通 T aq 酶
,









获得插 人完整 S A R S
一




进行双向测序 (由上海博亚公 司进行 )
.
用










e l/ E e o R I处理 的 p T仔T 7 质粒
中
,





















超声 (S O N IC S&- M A T E R IA LS
公司
,
U ilb r a
一
C ell V C X 5 0 0 型超声破碎仪 )破碎
,
超
声上清经 30 % 的饱 和硫 酸按 沉淀后
,










后上清再经 T S K D E A D SPW 离子交换柱及 G E L
SW 3 0 0 0 硅 胶 柱 H PL C (B e e k m a n S ys t e m G o ld







6 蛋 白印迹实验 (W e s te
r n blo t tin g )
按常规方法操作
,
样品经 12 % s D S
一
PA G E 后
转移到硝酸纤维膜进行杂交
,
一抗为 S A R S 患者急
性期病人血清
,











表达载体 p T () T 7
一
S N 的构建




SN R I 的 5
’
端分别带有 N d




4 N 蛋 白基 因的 PC R 合成和表达载体的
构建




ro be st D NA 聚合酶 和 T aq D N A 聚合酶
、
dN T P 为
宝生 物 公 司 产 品
.
首 先 进 行 引物 S N F I/ SN R I
、
S N F Z/ S N R Z⋯⋯ S N F lo / SN R lo 的扩增
,
PC R 条件
为 9 4℃ 3 0 5
,







1 S A R S
一
C o V N 蛋 白基因的合成与表达
载体的构建




了 2 1 条 引物
,
用 拉链 PC R 的 方 法 逐 步合 成 了




3 k b 的产物









以 N d e l/ E e o R I双酶切切 出 1
.
3 k b 的 N
蛋 白基因片段
,
插人原核表达载体 p T 仔T 7 中
,
获得
非融合表 达完整 N 蛋 白的表达载体 p T a T 7
一
SN

















由图 4 B 可见
,
可溶性 的重组 N 抗原与包含体










合成基 因片段和 p T () T 7
一
S N 质粒 的酶切 片段
的 D N A 电泳
l
:
M o le e u la r w e ig h t m a r ke r ; 2
:
PC R s yn th e
-
5 iz e d g e n e ; 3
:
N d e l/ N h e 1 d ig e s re d p la s m id
D N A e le e t r o p ho r e s is o f PC R s y n th e s iz e d g e n e





N d e l/ N h
e l双酶切
,
切出约 6 3 4 b p 片段
,
与






2 S A R S
一
C o V N 蛋 白的表达与纯化
由图 4 A 可见
,
重组 N 蛋 白的表达量约 占菌体
总蛋白的 40 写 (图 4 A
,
第 2 道 )
,
几乎完全位于菌体
裂解上清 中(图 4 A
,





包含体形成较少 (图 4 B
,
第 4 道 )
.
上清蛋白经 l 次
S A R S
一
C o V 的主要结构蛋 白包括 突起糖蛋 白
(S 蛋 白)
、
膜蛋 白 (M )
、
























N 蛋 白在 病 毒 体 内 含 量 丰 富
,
是 机 体 抗





根据 国际上报告的第一个 S A R S
一
C o V 基 因组
序列
,
我们利用引物 P C R 合成法人工合成 了 N 蛋
白的全编码基因
.
为尽可能减少 P C R 导致的突变的
发生
,
我们使用 了高保真 D N A 聚合酶
,
同时采用双
9 7 4 0 0一
6 6 2 0 0一
4 3 0 00一













S D S P A G E ; B
:
W



















E x p r e s s io n
,
p u rifiea tio n a n d W
e s te r n b lo t tin g o f re e o m b in a n t N a n tig e n
M
.
p r o te in m o le e u la r w e ig h t m a rk e r ; 1
.
C o n t r o l ba e te ria ; 2
.
T r a n sfo r m a t e d ba e te r ia ; 3
.
S u s p e n s io n o f ly
-
5 15 tra n s fo rm a t e d b a c t e ria ; 4
.
D e Po s it o f lys is t r a n s fo r m a ted b a e te ria ; 5
.
Pu rifiea te d a n tig e n
4 2 0 厦门大学学报 (自然科学版 ) 2 0 0 3 年





由于高保真 D N A 聚合酶产物末端 不加 A
,
我们在 P C R 后 延伸过程 中加人 了普通 Ta q D N A
聚合酶
,
使产物末端加人 1 个 A
,





















































〔l」 W H ()
.
Se v e r e a e u t e r e sp ir a to r y synd
















s a n g K W
,
H o p L
,
() 0 1 G C
, e t a l
.
A e lu st e r o f e a s e s
[ 9〕
o f s e v e r e ae u t e r e s Pira to r y s yn d ro m














1 9 7 7 一 1 9 8 5
.
L e e N
,




, e t a l
.
A m aj
o r o u t br e a k o f se v e r e
aC u te r e s p ir a t o r y s ynd ro m
e in H o n g K o n g s [J〕
.
N E n g l
J M e d
,




1 9 8 6一 1 9 9 4
.
Po u t an e n S M
,
L o w D E
,
H e n r y B
, e t a l
.
Id e n tifiea rio n
o f se v er e a e u t e r e sp ir a t o即
s ynd














1 9 9 5 一 2 0 0 5
.
D o n n e lly C A
,
G ha n i A C
, ‘
L e u n g G M
, e t a l
.
E p id e m i
-
o lo g iea l d e t e rm in a n ts o f s p r e a d o f e a u s a l a g e n t o f se
-
v e r e a e u te r e s p ir a t o ry sy nd
r o m e in H o n g K o n g [J〕
.
L a n e e t
,




1 7 6 1一 1 7 6 6
.
R o ta P A
,
()b e r s te M S
,
M
o n r o e 5 5
, e t a l
.
C h a r a e te r
-
iz a tio n o f a n o v e l e o r o n a v ir u s a ss o eia t e d w ith se v e r e a
-
e u t e r es p ir a t o ry s y n d r o m e [ J〕
.
S e ie n ee
,




1 3 9 4 一 1 3 9 9
.
M
a r r a M A
,
Jo n es S J
,
A s t e ll C R
, e t a l
.
T he g e n o m e








1 3 9 9 一 1 4 0 4
.
Pe iris J S
,
L a i S T
,
Po o n L L
, e t a l
.
Co r o n a v ir u s a s a
p o ss ible c a u s e o f s e v er e a e u t e r e s p ir a r o ry s yn d r o rn e
〔J〕
.
L a n e et
,























5 3 一 5 7
.
E x p r e s s io n a n d A e tiv ity D e t e r m in a t io n o f N u e le o p r o te in o f
C o r o n a v ir u s A s s o eia te d w ith S e v e r e A e u t e R e s Pir a to r y S y n d r o m e




G E S he n g
一x ia n g
,
L IN Jia n
,
C H E N G T o n g
,
L l S ha o
一
w e i
H E Z hi
一
q ia n g
,




Z H A N G Ju n
,
X IA N in g
一 s h a o
( T h e K ey L a b o r a t o r y o f E d u e a tio n M in is tr y fo r C e ll Bio lo g y a n d
T u m o r C ell E n g in e e r in g in X iam e n U n iv e r s ity
,
X ia m e n 3 6 1 0 0 5
,
C h in a )
A bs tr a e t : T he e o m p le te e o d e n s e q u e n e e o f n u e le o p r o te in ( N ) o f a n o v e l e o r o n a v ir u s a s s o e ia t e d w ith s e
-
v e r e a e u t e r e s p ir a t o r y sy n d r o m e ( S A R S
一
C o V ) w a s s yn t he s iz e d b y PC R
.
T he N g e n e w a s e lo n e d in to a
p ro k a r yo t ie e x p r e s s io n p la sm id




T he e x p r e s s e d r e e o m b in a n t N p r o t e in a e e o u n t e d
fo r m o r e th a n 4 0写 q u a n t ity o f b a e t e r ia l t o t a l p r o t e in
, a n d m o s t e x is t e d a s s o lu b le p r o te in
.
T h e W e s t e r n
blo t t in g u s in g a S A R S p a t ie n t a e u te p ha s e s e r u m sh o w e d tha t b o th s o lu ble p r o t e in a n d in s o lu ble p ro te in
ha d o b v io u s r e a e tiv ity
.
M o r e tha n 90 % p u r ity c a n b e o b t a in e d aft e r p u r ifie a t io n
, a n d the r e a e t iv it y w ith s e
-
r u m r e m a in e d sim ila r t o tha t o f p r e- p u r ifie a tio n
, 5 0 e a n be u s ed a s a n t ig e n fo r the p r o d u e t io n o f S A R S a n t i
-
b o d y d ia g n o s is k it
.
K ey w o rd s
: s e v e r e a e u t e r e s p ir a t o r y s yn d r o m e ; n u e le o p r 6 te in ; p r o k a r yo t ie e x p r e s s io n
